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La pr€sente invention a pour objet des mfithodes 
permettant £ des cellules procaryotes ou eucaryotes 
d'acqu^rir la capacity de produire des protfiines dont les 
sequences d' acides amines comprennent au moins un acide 
5 amin6 non convent ionnel , des mSthodes de selection desdites 
cellules, des proc€d€s de production et de purification 
desdites protSines ainsi que les cellules et les prot€ines 
obtenues par les mSthodes et proc€d£s selon 1' invention. 
L 1 invention comprend 6galement les applications desdites 
10 cellules et prot6ines dans difffirents domaines tels que le 
domaine th^rapeutique, cosmfitique, diagnostic ou de la 
biosynth&se ou la biod^gradation de compos§ organique. 

Un nombre croissant de prot^ines produites massivement 
par des organismes recombinants sont employees comme 
15 catalyseurs dans 1 1 industrie chimique ou comme agents 
thSrapeutiques . La recherche de nouvelles prot§ines aux 
fonctions diversifies est 1' objet d'une activity intense, 
soit en criblant les protSines d' organismes extremophiles , 
soit en errant des variants prot6iques par mutagSnese et 
20 criblage. Toutefois, la variability chimique des protSines 
qui peuvent etre produites dans des organismes vivants 
reste limitSe par 1 1 invariance du code gSn6tique, e'est-a- 
dire restreinte aux combinaisons d'un jeu canonique de 20 
acides amines. Si la descendance des especes naturelles 
25 pouvait §tre progress ivement remodelSe dans le laboratoire 
de maniSre 3l adopter diffferents codes g€n6tiques, 
Involution des protSines pourrait §tre redirigSe et des 
sources artif icielles de biodiversity ainsi etablies. 

La deviation expSrimentale du code gen6tique est la 
30 seule voie qui permettrait de surmonter cette limitation. 
Un autre code g6n6tique pourrait specifier un ensemble plus 
ou moins grand d 1 acides amines, un ensemble substitu6 par 

des monom^res non canoniques ou un ensemble d' acides amines 

canoniques parmi lesquels les codons sont redistribu6s . La 
35 specification d 1 acides amines suppl6mentaires dans des 
lignees vivantes se pr§terait a de multiples applications 



dont la plus g6n6rique serait 1 ' Stablissement d'une 
biodiversity artif icielle . 

L ' incorporation, permanente ou transitoire, d'un seul 
acide aminS supplfimentaire , portant un motif chimique qui 
5 pourrait rfiagir sans modifier les acides amines convention- 
nels, suffirait H fonder de nouvelles mSthodes de fonction- 
nalisation de protfiine. Ceci est justement l'objet de la 
prSsente invention . 

L' invention a pour objet une mSthode permettant & des 
10 cellules d'acquSrir la capacity de produire une prot6ine 
dont la sequence d' acides amines comprend au moins un acide 
aminfi non conventionnel, caractSrisfee en ce qu'elle 
comprend les Stapes suivantes : 

a) la transformation desdites cellules par au moins une 
15 introduction d'une mutation faux- sens au niveau d'un 

codon cible d'un g&ne codant pour une protfiine 
ndcessaire 3. la croissance desdites cellules, ladite 
protgine synth6tis6e & partir du g&ne ainsi mut6 n'6tant 
plus f onctionnelle ; 
20 b) le cas 6ch6ant la culture des cellules obtenues a 
l'€tape a) dans un milieu de culture contenant le 
nutriment exigS par la perte de f onctionnalitS de ladite 
protfiine ainsi mut6e ; et 
c) la culture des cellules obtenues a l'Stape a) ou b) dans 
25 un milieu de culture contenant 1' acide aminS cod6 par 

ledit codon cible. 

On entendra designer dans la pr6sente description par 
le terme de protSine ggalement les peptides ou les 
polypeptides, ainsi que les glycoprot€ines correspondantes 
30 lorsque lesdites protfiines sont glycosylSes . 

On entendra ggalement designer dans la prfisente 
description par acide amin6 non conventionnel tout acide 

— amin6 autre- que — les acid es — amines — i nc o rpor £s — par — les- 

ribosomes au cours de la biosynthSse des protfiines 
35 synthStisfies par les organismes unicellulaires ou pluri- 
cellulaires procaryotes ou eucaryotes, ainsi que tout acide 
aminfi incorpore a la place de 1' acide aminS devant Stre 



3 



norma lement incorpor€ a cette place au regard de la 
sequence nuclSique traduite. 

On entendra 6galement designer dans la pr6sente 
description par mutation faux-sens, une mutation qui 

5 transforme un codon qui repr€sente un acide amin6 en un 
codon qui code pour un autre acide aminfi, ce dernier, le 
cas SchSant, ne pouvant remplacer l 1 acide aminS d'origine 
pour donner une protfiine f onctionnelle dans la prot^ine cl 
la place du rfisidu d' acide amin€ d'origine. 

10 On entendra 6galement designer dans la prfisente 

description par protSine nScessaire & la croissance de 
cellules, une protfiine qui lorsqu^lle est synthfitisfie par 
les cellules de mani&re f onctionnelle permet auxdites 
cellules de cro£tre dans des conditions de culture donnSes 

15 et qui lorsqu'elle est synthfitisfie par les cellules de 
maniSre non f onctionnelle n€cessite 1 1 introduction d'un 
nutriment supplSmentaire dans ledit milieu de culture donn6 
pour permettre auxdites cellules de croltre. De telles 
protfiines non f onctionnelles peuvent §tre par exemple 

20 synth6tis6es par des cellules suite & des mutations 
conditionnelles telles qu'une mutation de type photo- 
sensible . 

Afin d'illustrer par un exemple, mais sans s'y 
limiter, on peut citer notamment la prot^ine thymidylate 
25 synthase de E. coll qui pr€sente un site catalytique occupe 
par la cysteine au niveau de la position 14 6 de sa sequence 
d'acides amines et dont les mutations correspondantes du 
gene ( thyA) causent une exigence nutritionnelle pour la 
thymine ou la thymidine, aucun autre acide aminS ne pouvant 
30 remplacer la cysteine k ce site. 

On entendra designer dans la prfisente description par 
codon cible, le codon de trois bases nucl6otidiques 

transform^ par la mutation faux-sens. 

L 1 invention comprend fegalement une m6thode selon 
35 l 1 invention, caract6ris£e en ce que le milieu de culture de 
l'Stape c) ne contient pas le nutriment exig6 par la perte 
de f onctionnalit^ de ladite protSine mutfie . 
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Selon 1' invention, l'€tape c) de culture desdites 
cellules peut comprendre une s€rie de cultures desdites 
cellules dans un milieu de culture contenant 1' acide amin6 
codS par ledit codon cible, chacune desdites cultures de la 
5 s€rie 6tant effectu6e jusqu'S obtention de la phase 
stationnaire de croissance et suivie d'un lavage des 
cellules obtenues, le nombre de cultures de la s6rie §tant 
suffisant pour permettre la propagation de 1'allSle 
correspondant audit gSne mutfi. 
10 L 1 invention concerne en outre une m6thode selon 

1" invention, caractferisSe en ce que la mutation faux-sens 
est choisie parmi les mutations faux-sens qui ne rfiversent 
spontan£ment qu'S une trds faible frequence, de l'ordre 
d'un organisme parmi au moins 10 15 . 
15 De pr6f€rence, la mutation faux-sens sera choisie 

parmi les mutations faux-sens qui transforment un codon 
cible d'un gene codant pour une protfiine nScessaire a la 
croissance de ladite cellule en un codon qui comparative- 
ment au codon cible prSsente un changement d'au moins deux 
20 bases, de maniSre plus pr6f6r6e trois bases. 

On pr^fere 6galement les m§thodes selon 1' invention, 
caract€ris6es en ce que le codon cible code pour un acide 
amine de faible volume st6rique et/ou amphiphile et/ou de 
volume stSrique infSrieur ou sensiblement 6gal au volume 
25 stfirique de 1' acide amin6 cod€ par la mutation faux-sens. 

Parmi les codons cibles, on prefSre notamment les 
codons cibles codant pour la cysteine et les mutations 
faux-sens choisies parmi les mutations faux-sens qui 
transforment un codon cible en un codon codant pour la 
30 valine ou 1 1 isoleucine . 

L' invention concerne en outre une mfithode selon 
1' invention, caract6ris6e en ce que l'6tape a) de 

transformation desdites cellules est r 6alis6e au moyen d'un 

vecteur comprenant une sequence dudit gdne codant pour une 
35 prot§ine n^cessaire a la croissance desdites cellules 
comport ant ladite mutation faux-sens, notamment au moyen 
d'un vecteur plasmidique. 
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De tels vecteurs seront pr6par€s selon les mSthodes 
couramment utilisSes par l'homme du metier, et les clones 
en resultant peuvent §tre introduits dans lesdites cellules 
par des m6thodes usuelles de recombinaison gSn^tique telles 
5 que par exemple la lipofection, 1 1 eiectroporation ou le 
choc thermique. 

Sous un autre aspect, 1 'invention a pour objet une 
m£thode de selection de cellules capables de produire une 
protSine dont la sequence d'acides amines comprend au moins 
10 un acide amin€ non conventionnel caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend les 6tapes a) , le cas €ch€ant b) , et c) d'une 
m§thode . selon 1' invention, et la selection des cellules 
capables de croitre & l'6tape c) . 

De manidre pr6f€r6e, la mSthode de selection de 
15 cellules selon l 1 invention, comprendra en outre une €tape 
d) de culture des cellules obtenues Sl l'fetape c) dans un 
milieu de culture contenant ledit acide aminS cod€ par 
ledit codon cible, la concentration dudit acide amin€ 
pouvant §tre §. une concentration supfirieure a la concen- 
20 tration dudit acide amin€ utilisSe k l'€tape c) , et le 
choix des cellules sensibles & la concentration dudit acide 
amin6 utilis6e & l'6tape d) . 

On entend designer par cellule sensible & un compost 
chimique ou biochimique ou a une concentration donn6e dudit 
25 compost, une cellule dont la croissance est part iel lenient 
ou totalement inhibSe lorsqu'elle est cultiv6e dans un 
milieu de culture contenant ledit compost chimique ou 
biochimique ou ladite concentration dudit composS. 

L ! invention comprend Sgalement une mfithode de 
30 selection de cellules selon 1' invention, caract€ris€e en ce 
que 1 1 aminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant 1' acide amin6 
cod6 par ladite mutation faux-sens desdites cellules s61ec- 

tionnges est capable de charger aur un de see tRNA associ6s 

un acide amin§ non conventionnel ou un acide amin6 autre 
35 que ledit acide amin€ code par ladite mutation faux-sens. 

On entendra designer dans la prfisente description par 
tRNA associS, un tRNA qui est reconnu par 1 * aminoacyl-tRNA 



synthetase reconnaissant un acide amine et qui peut 
transferer ledit acide amine. 

L 1 invention comprend en outre une methode de selection 
de cellules mutantes selon 1' invention, caract6ris6e en ce 
5 que la sequence nucieique du g£ne codant pour ladite 
aminoacyl-tRNA synthetase comporte au moins une mutation 
compar6e k la sequence du gSne sauvage correspondant , 
ladite mutation n'ayant pas ete introduite par une 
technique de recombinaison g6n6tique. 
10 Selon un autre aspect, 1' invention a pour objet les 

cellules procaryotes ou eucaryotes obtenues par une methode 
selon 1 1 invention . 

Parmi les cellules utilisables k ces fins, on peut 
citer bien entendu les cellules bacteriennes telles que E. 
15 coli, mais egalement les cellules de levure, de meme que 
les cellules animales, en particulier les cultures de 
cellules de mammifSres, comme notamment les cellules 
d'ovaire de hamster chinois (CHO) , mais egalement les 
cellules d'insectes. 
20 L 1 invention concerne egalement les cellules pro- 

caryotes ou eucaryotes isoiees capables de produire une 
proteine dont la sequence d f acides amines comprend au moins 
un acide amine non convent ionnel , caracterisees en ce 
qu'elles comprennent une aminoacyl-tRNA synthetase 
25 reconnaissant un acide amin6 donne capable de charger sur 
un de ses tRNA associes un acide amine non conventionnel ou 
un acide amine autre que ledit acide amine donne, et en ce 
que la sequence nucieique du g£ne codant pour ladite 
aminoacyl-tRNA synthetase comporte au moins une mutation 
30 comparee a la sequence du gdne sauvage correspondant, 
ladite mutation n'ayant pas ete introduite par une 
technique de recombinaison genetique. 

Ainni, Tinvfinfion concerne une methode de selection 

de cellules basee sur la constitution par la cellule d'une 
35 voie metabolique n6cessaire k sa croissance permettant 
d'obtenir des cellules capables de produire un acyl-tRNA 
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non canonique capable de charger un acide amin€ non 
conventionnel . 

Parmi les cellules selon 1' invention, on prfifdre les 
cellules de bact6rie, caract6ris6es en ce qu'elles sont 
5 choisies parmi les cellules suivantes d6pos6es Sl la CNCM 
(Collection Nationale de Culture de Microorganistnes, Paris, 
France) : 

a) souche E. coli dfiposfie & la CNCM sous le N° 1-2025 le 25 
mai 1998, 

10 b) souche E. coli d^posSe & la CNCM sous le N° 1-2026 le 25 
mai 1998, et 

c) souche E. coli d6pos6e k la CNCM sous le N° 1-2027 le 25 
mai 1998. 



15 L 1 invention comprend en outre 1 1 utilisation d'une 

mSthode ou d'une cellule selon 1' invention pour la 
production de protSine, notamment recombinante, dont la 
sequence d'acides amines comprend au moins un acide aminfi 
non conventionnel . 

20 Sous un autre aspect, 1 1 invention conceme un proc6d€ 

de production d'une protSine dont la sequence d'acides 
amines comprend au moins un acide amin6 non conventionnel, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) le cas 6ch6ant, la selection d'une cellule par une 
25 mSthode selon 1 ' invention ; 

b) la. culture de ladite cellule s§lectionn6e a l'6tape a) 
ou d'une cellule selon 1' invention dans un milieu de 
culture et des conditions de culture permettant la 
croissance de ladite cellule ; et 

30 c) l'isolement de ladite protfiine comprenant au moins un 
acide amine non conventionnel a partir du surnageant de 
culture et/ou du culot cellulaire obtenu H l'6tape b) . 

. Parmi les protfeines pouvant etre produites par un 

proc6d€ selon 1' invention, on peut mentionner, mais sans 
35 s'y limiter, les prolines qui par 1 ' incorporation d'au 
moins un acide an\in6 non conventionnel permettent d'obtenir 
une activit6 recherchSe qu'une prot6ine dont la sequence 
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comporte uniquement des acides amines conventionnels ne 
permet pas d'obtenir. Par activity, on entend designer de 
mani£re g6n6rale toute activity telle qu'une activity 
physiologique ou biologique relative aux organismes uni- ou 

5 pluricellulaires , m§me partielle, comme par exemple une 
activity structurelle ou biochimique , par exemple 
enzymatique, antigfinique, de type anticorps ou de 
modulation, de regulation ou d 1 inhibition d 1 activity 
biologique, ou encore telle qu'elle permette sa mise en 

10 oeuvre dans un proc6d§ de biosynthSse ou de biod6gradation 
de composes chimiques ou biochimiques . 

On peut £galement mentionner parmi les protSines 
pouvant etre produites par un procfidS selon 1' invention, 
les protfiines dont 1 1 incorporation d'au moins un acide 

15 aminS non conventionnel est effectuSe de telle maniSre 
qu'il n'en r^sulte pas de modification approfondie de 
I 1 activity biologique de la protfiine non modifiSe 
correspondante • Outre l 1 activity biologique conserv^e de la 
proteine non modifiSe correspondante, ces prot6ines selon 

20 1' invention prSsenteront un acide aminS non conventionnel 
dont les propri6t6s sp§cifiques pourront etre avantageuse- 
ment exploit€es . 

Parmi les propri6t£s spScifiques conferees par la 
presence d'un acide amin€ non conventionnel, on peut citer 

25 en particulier les propri€t€s li6es a la presence d'un 
groupe fonctionnel sur ledit acide amin6 non conventionnel 
capable de rSagir facilement et de mani&re spScifique avec 
un compost chimique ou biochimique dans des conditions 
permettant de ne pas altSrer 1* activity de la protSine ou 

30 Svitant la modification des acides amines conventionnels. 

La presence de ce groupe fonctionnel specif ique pourra 
avantageusement §tre utilisSe par exemple pour : 
(i) purifier toute protSine, notamment recombinante, 
incorporant ledit acide amine non conventionnel ; 
35 (ii) coupler une telle protSine a un support solide ; 



(iii) coupler & une telle proteine des molecules capables 
d'etre detectees, telles que des sondes spectroscopiques de 
nature variee ; 

(iv) coupler k une telle proteine des polymSres lipophiles 
5 ou hydrophiles permettant de les solubiliser dans des 

solvants ou de faire ficran & la reconnaissance par des 
anticorps ; 

(v) coupler une telle proteine k un polynucleotide ; 

(vi) coupler une telle proteine & un compose chimique ou 
10 biochimique dont la presence permet d'augmenter, de 

diminuer, de moduler, de rgguler ou de cibler l'activite 
biologique de ladite proteine, ou de modifier sa 
biodisponibilite en tant que compost k usage 
thfirapeutique ; ou encore 
15 (vii) fixer de maniere permanente a une telle proteine un 
coenzyme qui sinon diffuserait en solution. 

Selon la pr^sente invention, 1 1 incorporation d'au 
moins un acide amine non convent ionnel pourra porter sur 
des acides amines k l'origine d'une specif icite ou de 
20 1' activity, ou & l'origine de la conformation structurale, 
de la charge, de 1 • hydrophobic ite ou de la capacity de 
multimfirisation de la proteine non modifiSe correspondante . 
Ainsi, pourront etre creees des proteines d'activite 
equivalents, augmentee ou diminuee, ou de specif icite 
25 equivalente, plus etroite, ou plus large que la proteine a 
acides amines convent ionne Is non modifiee correspondante. 

Par proteine non modifiee, on entend designer la 
proteine sauvage ou recombinante constitute d 1 acides amines 
convent ionne Is et dont est issue la proteine comprenant 
30 1' acide amine non conventionnel . 

De preference, le procede de production selon 
l 1 invention est caracterise en ce que ledit milieu de 

niu.urft de 1 ' etape b) permettant la croissance de ladite 

cellule contient ledit acide amine non conventionnel ou un 
35 de ses prtcurseurs . 

Selon un mode particulier, un procede de production 
selon 1' invention est caracterise en ce que ledit acide 
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amint non convent ionnel est synthttist par ladite cellule, 
la synthase dudit acide amint non convent ionnel pouvant 
etre augmentte par modification gtnttique de ladite 
cellule. 

5 L 1 invention concerne en outre un proctdt de production 

d'une prottine dont la sequence d'acides amints comprend au 
moins un acide amint non conventionnel selon 1 1 invention, 
caracttrist en ce que ladite cellule est auxotrophe pour 
1' acide amint codS par ledit codon cible. 

10 Sont tgalement compris dans la prtsente invention, les 

proctdts selon l 1 invention, caracttrists en ce que ladite 
cellule comprend un gSne d'inttrSt homologue ou htttrologue 
dont la sequence codante comporte au moins un codon cible . 

D'une mani&re gtntrale, le gene d'inttrtt codera pour 

15 un ARN messager qui sera ensuite traduit en prottine 
d' inttrtt « 

Le gSne d'inttrtt peut etre isolt par toute technique 
conventionnelle telle que clonage, PCR (Polymerase Chain 
Reaction) ou encore synthttist chimiquement . II peut etre 
20 de type gtnomique (muni d'un ou plusieurs introns) ou ADN 
compltmentaire (ADNc) . La prottine d'inttret peut etre 
constitute par une prottine mature, un prtcurseur et, 
notamment un prtcurseur destint & etre stcrttt et 
comprenant un peptide signal, une prottine tronqute, une 
25 prottine chim&re provenant de la fusion de sequences 
d'origines diverses ou encore une prottine mutfee prtsentant 
des proprittts biologiques amtliortes et/ou modifites. 

De manidre gtntrale, le gene d'inttret homologue ou 
htttrologue pourra §tre choisi parmi les gSnes codant pour 
30 toute prottine utilisable comme compost thtrapeutique ou 
cosmttique, ou comme rtactif de diagnostic, ou encore comme 
compost pouvant §tre mis en oeuvre dans un proctde de 

bio s ynthds e ou de biodtgr ada t io n . 

A titre d ! exemples, on peut citer les gSnes d'inttret 
35 codant pour les proteines d'inttret suivantes : 
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- cytokines ou lymphokines (interferons a, P et y, 
interleukines et notamment l'IL-2, l'IL-6, l'IL-10 ou 
l'IL-12, facteurs n^crosant des tumeurs (TNF) , facteurs 
stimulateurs de colonies (GM-CSF, C-CSF, M-CSF, ♦ ..) ; 

5 - r6cepteurs cellulaires ou nucieaires, notamment ceux 
reconnus par des organismes pathogSnes (virus, bacteries, 
ou parasites) ou leurs ligands ; 

- proteines impliqufies dans une maladie g€n6tique (facteur 
VII, facteur VIII, facteur IX, dystrophine ou 

10 minidystrophine, insuline, protSine CFTR (Cystic Fibrosis 

Transmembrane Conductance Regulator) , hormones de 
croissance (hGH) ; 

- enzymes (urease, r6nine, thrombine, ...) ou toutes enzymes 
impliquSes dans le mfitabolisme ou la biosynthSse des 

15 proteines, des lipides, des acides nucieiques, des 

sucres, des acides amines, des acides gras ou des 
nucleotides ; 

- inhibiteurs d' enzymes (al-antitrypsine , antithrombine 
III, inhibiteurs de proteases virales, ...) ; 

20 - composes a effet anti-tumoral capables d'inhiber au moins 
partiellement 1 1 initiation ou la progression de tumeurs 
ou cancers (anticorps, inhibiteurs agissant au niveau de 
la division cellulaire ou des signaux de transduction, 
produits d 1 expression des genes suppresseurs de tumeurs, 

25 par exemple p53 ou Rb, proteines stimulant le systSme 

immunitaire, ...) ; 

- proteines du complexe majeur d' histocompatibility des 
classes I ou II ou prolines rSgulatrices agissant sur 
1' expression des genes correspondants ; 

30 - proteines capables d'inhiber une infection virale, 
bacterienne ou parasitaire ou son developpement 
(proteines antig^niques ayant des propri€t£s immunogenes, 
Epitopes antigSniques, anticorps, ...) ; 

- toxines telles que la ricine, toxine choierique, 
35 diphterique, ... ou immunotoxines ; 
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- marqueurs (p-galactosidase, peroxydase, ...) ; et 

- Iucif6rase, GFP (green fluorescent protein), etc. 

L 1 invention comprend en outre un proc6d6 de production 
d'une prot^ine selon 1' invention, caract6ris€ en ce que le 

5 milieu de culture de l'6tape b) comprend en outre les 
composes nficessaires Sl 1' induction de la synthase de la 
proline codSe par ledit g£ne d'int6ret. Ces composes eont 
connus de l'homme du m6tier et dependent notamment de la 
cellule et du gSne homologue ou h6t§rologue s61ectionn€s . 

10 L 1 invention concerne Sgalement un proc€d6 selon 

1' invention, caractfirisfi en ce que 1* activity biologique de 
la protSine cod6e par ledit gSne d'intfiret est au moins 
partiellement conservSe aprfis 1 1 incorporation dudit acide 
aminfi non conventionnel au niveau du codon cible dudit g£ne 

15 d'int6r§t. 

L 1 invention concerne en outre un procfidfi selon 
l 1 invention, caract€ris6 en ce que l 1 acide amin6 non 
conventionnel est choisi parmi les acides amines non 
convent ionnels de formule I et de configuration L 

20 COOH 

I 

Rx-C-H 

l/ H 

25 N 

\ 

R 2 (I) 

dans laquelle : 

R x ou R 2 reprfisente des radicaux contenant un groupe 
30 fonctionnel capable de rfiagir de mani&re selective, de 
pr6f6rence choisi parmi les groupes aldehyde, c£tone, 
€th6nyle, Sthynyle ou nitrile. 

Parmi ces groupes, on pr6fere particuli&rement le 
groupe oxo (aldehyde ou c6tone) a r£activit£ selective qui 
35 faciliterait la f onctionnalisation chimique des protSines. 
D'autres groupes simples comme le groupe Sthynyle se 
prSteraient Sgalement a des reactions s61ectives. Un vaste 
corpus d 1 experiences conduites & l'aide de systdmes de 
traduction acellulaire (ex vivo) et d'acyl-tRNAs 
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synth6tis6s in vitro, a d£montr6 qu'une grande vari6t6 de 
groupes acyles pouvaient §tre transf6r6s sur le ribosome en 
rSponse a un codon lu par le tRNA. En bref, les 
modifications latSrales des acides amines semblent toutes 
5 compatibles avec la traduction (il n'a a ce jour pas €t€ 
trouv€ d 1 aminoacide dont la chaine latSrale serait assez 
encombrante pour bloquer la traduction) ; des substitutions 
du motif amino en alkyl-amino, en hydroxy et en hydrazino 
sont compatibles avec la chimie de transpeptidation 
10 catalys^e par le ribosome (Bain et al. 1991) (il est connu 
que le ribosome peut former des polyesters en plus des 
polyamides convent ionnels) ; la substitution de l'hydrog£ne 
alpha du motif H2NCH (R) -COOH par un groupe alkyle (m^thyle) 
ou 1' inversion de configuration au carbone alpha (D-amino- 
15 acides) ne sont par contre pas accept€es par le ribosome. 

L 1 invention a 6galement pour objet un proc6d6 selon 
l 1 invention, pour la f onctionnalisation de protfiine. 

L' invention concerne figalement un proc6d6 de 
purification de prot^ine, caractSrisS en ce qu'il comprend 
20 les 6tapes suivantes : 

a) 1 ' incorporation dans la sequence d' acides amines de 
ladite prot^ine d'un acide amin6 non conventionnel 
contenant un groupe fonctionnel capable de rSagir de 
mani&re selective par un procSdfi selon 1* invention ; 
25 b) la mise en contact de la solution contenant la protfiine 
obtenue a l'fetape a) avec un support comprenant un 
compost capable de rSagir specif iquement avec ledit 
groupe fonctionnel et de fixer sp§cif iquement ladite 
prot€ine; et 

30 c) l ! isolement de ladite protSine fix€e sur le support. 

Les procfidSs de purification de prot6ine, naturelle ou 
recombinante, utilises habituellement par 1 1 homme du metier 

font appel g6n6ralement a des mfethodes utilis6es 

individuellement ou en combinaison, telles que le fraction- 
35 nement, les mSthodes de chromatographic , les techniques 
d 1 immunoaf f initfi a l'aide d'anticorps mono ou polyclonaux 
sp§cifiques, etc.. Ces m^thodes sont parfois longues et 
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fastidieuses et ne permettent pas tou jours d'obtenir 
1" activity specif ique, le taux et le rendement de 
purification voulus. La presence d'un groupe fonctionnel 
sp§cifique sur la proteine a purifier capable de rfiagir 
5 seiectivement avec le support de purification sans alterer 
l'activite de la proteine faciliterait grandement la 
purification de proteine nScessaire H leur utilisation. 

L' invention concerne Sgalement un procede de fixation 
d f une proteine sur un compose chimique ou biochimique, 
10 caractSrisfi en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) 1 1 incorporation dans la sequence d'acides amines de 
ladite prot6ine par un procede selon l 1 invention d'un 
acide amine non convent ionnel contenant un groupe 
fonctionnel capable de rfiagir de manidre selective ; 
15 b) la mise en contact de la proline obtenue a I'Stape a) 
avec ledit compose chimique ou biochimique comprenant un 
groupe capable de r6agir spfecif iquement avec ledit 
groupe fonctionnel dans un milieu permettant la 
reaction. 

20 De preference, la fixation d'une proteine sur un 

compost chimique ou biochimique est une fixation par 
liaison covalente. 

Les composes chimiques ou biochimiques pouvant §tre 
utilises dans ledit procede de fixation selon 1* invention 
25 pourront Stre choisis parmi tous les composes capables de 
reagir avec le groupe fonctionnel de 1 ' acide amine non 
convent ionnel incorpore . 

On entend designer dans la pr6sente description par 
complexe proteique le produit obtenu & l»etape b) du 
30 procede decrit ci-dessus comprenant une proteine selon 
1' invention fix6e sur un compose chimique ou biochimique. 

L' invention comprend aussi un procede selon 

1' invention caract 6 ri s 6 en ce que ledit compose chimique ou 

biochimique est lui-m§me fixe sur un support solide ou est 
35 un compose constitutif d'un support solide. 

L' invention concerne en outre un procede selon 
1' invention pour la preparation d'un complexe proteique. 
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De preference, l 1 invention comprend les proc6d€s de 
1' invention, caract6ris6s en ce que ladite prot^ine fix€e 
ou ledit composS chimique ou biochimique est choisi parmi 
les composes thfirapeut iques, cosm^tiques ou diagnostiques . 
5 Ladite protfiine fix£e sera choisie en particulier 

parmi les protfiines dont la sequence d'acides amines 
comprend un acide amin6 non conventionnel selon un proc6d6 
de l 1 invention, et dont la prot6ine non modifiSe 
correspondante sauvage ou recombinante est choisie parmi 
10 les prot^ines utilisables comme composes thfirapeut iques , 
cosmfitiques ou comme r^actifs de diagnostic. 

De pr6f6rence, les procSdfis selon 1' invention, sont 
caract6ris6s en ce que le composS chimique ou biochimique 
est choisi parmi les composes capables de modifier 
15 l 1 activity biologique de la prot§ine fix6e. 

On entend designer par composes capables de modifier 
1' activity biologique d'un autre compost, un compost 
capable d'augmenter, de diminuer, de rSguler 1' activity 
biologique dudit autre compost. 
20 L 1 invention comprend Sgalement un proc6d£ selon 

1' invention, caract6ris6 en ce que le compost chimique ou 
biochimique est choisi parmi les composes dont 1' activity 
biologique peut Stre modififie par la protSine f ix€e . 

L 1 invention comprend Sgalement un proc6d€ selon 
25 1' invention, caract6ris6 en ce que le composS chimique ou 
biochimique est choisi parmi les composes comprenant une 
prot€ine, un polynucleotide, un acide gras, un sucre ou un 
polym&re naturel ou synthStique. 

Selon un autre aspect, l 1 invention a pour objet les 
30 prot§ines, en particulier recombinantes , et les complexes 
prot€iques obtenus par un proc6d£ selon 1' invention. 

L' invention comprend 6galement une mSthode de 

selection cte ^nmpng^g rapables de se lier Sl une protfeine 

selon 1' invention ou capables de se lier au compose 
35 chimique ou biochimique du complexe prot£ique selon 
1' invention. Parmi ces mSthodes, on peut citer comme 
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exemple une mfithode caract§ris€e en ce qu'elle comprend les 
Stapes suivantes : 

a) la mise en contact dudit composfi susceptible 
d'Stre s61ectionn£ avec la prot€ine ou le complexe 

5 protSique selon 1* invention, ladite prot^ine ou complexe 
protSique pouvant §tre notamment fixfie sur un support 
solide ; 

b) la determination de la capacit6 dudit compost a 
se lier avec la protSine ou le complexe prot6ique selon 

10 1' invention. 

Les composes susceptibles d'etre sfilectionnSs peuvent 
§tre des composes organiques tels que des protfiines ou 
hydrates de carbone ou tous autres composes organiques ou 
inorganiques d6j& connus, ou des composes organiques 

15 nouveaux 61abor6s S partir de techniques de modSlisation 
molSculaire et obtenus par synthase chimique ou 
biochimique, ces techniques €tant connues de l'hotnme de 
1 ' art . 

Les cellules selon 1' invention pourront Sgalement 
20 avantageusement servir de mod&le et etre utilises dans des 
proc6d€s pour £tudier, identifier et/ou sfelectionner des 
prolines selon l 1 invention ou des composes susceptibles de 
poss6der une activity recherchSe . 

L 1 invention concerne Sgalement 1 ' utilisation d'une 
25 prot§ine ou d'un complexe protSique selon 1' invention comine 
rSactif de diagnostic ainsi que les proc6d6s de diagnostic, 
notamment pour la detection, 1 1 identification, la 
localisation et/ou le dosage sp6cifique de polypeptide ou 
de polynucleotide, mettant en oeuvre une prot€ine ou un 
30 complexe protSique selon 1' invention. 

Sont en effet comprises dans les prot6ines selon 
1' invention, des prolines ayant incorporS au moins un 

acide aminfe non conventionnel et ayant conserve 

partiellement ou totalement 1' activity initiale des 
35 protSines sauvages ou recombinantes non modifiSes 
correspondantes , telles que des anticorps, des antig&nes, 
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des enzymes ou leurs fragments biologiquement actifs connus 
pour etre utilises dans des proc€d6s de diagnostic. 

De la m€me manidre, sont compris dans les complexes 
protSiques selon 1' invention, des complexes prot€iques 

5 form6s & partir d'une protfiine selon l 1 invention et un 
compost chimique ou biochimique tels que des complexes 
comprenant un anticorps, un antigSne ou une sonde 
oligonuclSotidique couplfi Sl une enzyme, a un substrat ou k 
une molecule capable d'etre d6tect6e. 

10 Parmi les proc6d6s de diagnostic selon 1' invention, on 

peut citer par exemple les proc6d€s comprenant les Stapes 
suivantes : 

a) la mise en contact de 1 ' Schantillon biologique 
susceptible de contenir le composfi recherche avec une 

15 protfiine ou un complexe protSique selon 1' invention, ladite 
protSine ou complexe protSique pouvant etre notamment fixfie 
sur un support solide ; et 

b) la mise en Evidence, 1 1 identification, la 
localisation et/ou le dosage du complexe formfi entre le 

20 compost recherchS et une protSine ou un complexe protfiique 
selon 1 1 invention. 

L'homme du metier saura adapter avec les prot6ines ou 
les complexes protfiiques selon 1' invention les proc6d6s de 
diagnostic standards connus. 
25 Les techniques et les rSactifs specif iques permettant 

la mise en Evidence, 1 1 identification, la localisation 
et/ou le dosage du complexe formS que 1 1 on pourra utiliser 
dans les proc£d£s de l 1 invention, sont bien connus 
ggalement de rhomme du metier et sont, par exemple, les 
30 techniques ELISA, RIA, d 1 immunof luorescence , de PCR ou 
d'autres techniques d ' amplification d'un acide nucl§ique 
cible connus de 1 1 homme de 1 1 art . 

Li 1 invention concerne §galement un kit ou nficessaire de 
diagnostic, notamment pour la detection, 1 1 identification, 
35 la localisation et/ou le dosage spfecifique de prot6ine ou 
de polynucleotide caract€ris6 en ce qu'il contient une 
proteine ou un complexe prot6ique selon I 1 invention. 
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L 1 invention concerne en outre 1 1 utilisation d'une 
proteine, d'un complexe proteigue ou d'une cellule selon 
1' invention pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique ou cosmetique. 
5 L' invention a enfin pour objet une composition 

pharmaceutique ou cosmetique comprenant une proteine, un 
complexe proteique ou une cellule selon l 1 invention. 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaissent dans la suite de la description avec les 
10 exemples ci-aprds. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Construction d'une souche d'E. coli 
15 comportant une mutation faux-sens Cys->Val au site actif de 
la thymidylate synthase et crSant une exigence 
nutritionelle pour la thymine, la thymidine ou la cysteine. 

Les alleles artificiels du g&ne thyA sont construits 
20 par mutag6nSse dirigfie du plasmide pTSO (Lemeignan et al 
1993), qui derive du plasmide* pT218R (BioRad) par insertion 
du gene thyA sauvage d'E. coli. La mutagen&se dirigfie S 
1'aide d'un oligonucleotide est realise selon la mSthode 
^fc decrite par Kunkel et coll. (1987) sur le phagSmide pTSO . 

25 La preparation de la matrice simple brin de pTSO, amplifi£e 
dans la souche RZ1032 (Kunkel et coll., 1987) (Hfr KL16 P045 
[lysA(61-62) ] dutl ungl thil relAl supE44 zbd-279 : :TnlO) 
est r£alis€e selon le protocole dficrit par Sambrook et 
coll. (1989) . Un oligonucleotide phosphoryie en 5' (achete 
30 & la societe Genome Express) est utilise comme amorce 
mutagene : 

Oligodeoxynucieotide 1 : 

5 ' pTGGATAAAATQQCQCTGGCACCGGTACATGCATTCTTCCAGTTCTATGT 

L' hybridation de cet oligonucleotide avec la matrice 
35 simple brin dans chacune des deux constructions est 
realisee avec 10 ng d' oligonucleotide et 0,2 /il de matrice 
dans un volume de 10 fxl d'une solution tampon contenant 
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20 mM de Tris-HCl pH 7,5, 2 mM d'EDTA et 50 mM de chlorure 
de sodium. Les tubes sont incubSs 5 mn S 70°C puis 
refroidis progressivement jusqu'S 3 0°C. A ce melange est 
alors ajout€ 0,5 mM de chacun des dNTP, 1 mM d'ATP, 10 mM 
5 de Tris-HCl & pH 7,5, 10 mM de chlorure de magnesium, 2 mM 
de dithiothrfiitol et 1 unitfi de chacune des deux enzymes du 
phage T4 ADN ligase et ADN polymerase. Ce mSlange 
r€actionnel d'un volume final de 20 fil est incub6 60 min a 
37°C dont 5 /zl sont ensuite utilises pour transformer des 
10 cellules comp6tentes de la souche GT869 (Parsot, C. 1986) 
(thrB1004 pro thi strA hsdS lacZ AMIS [F 1 lacZ AM15 laclq 
traD36 proA+ proB+] ) d'E.coli K12 suivant la mSthode 
dScrite par Sambrook et coll. (1989). Les cellules 
transformfies sont 6tal6es sur des boites de P€tri contenant 
15 du milieu LB additionnfi de 100 mg/1 de carbSnicilline . 
Douze clones r€sistants Sl 1 1 antibiotique sont r6isol6s sur 
le meme milieu. L 1 ADN simple -br in correspondant aux 
phagfimides de ces clones est prfiparfi et s6quenc6 selon la 
mSthode did£oxy (Sanger et coll., 1977). Le kit de 
20 s€quencage M13 (Boehringer Mannheim, Mannheim, Allemagne) 
et la d€soxyad6nosine 5 ■ - (ct-thio) triphosphate (1300 
Ci/mmol, Amersham) sont combin^es selon les indications des 
f ournisseurs . Quatre amorces sont utilisfies pour determiner 
la sequence des alleles de thyA : 
25 Oligod6oxynucl6otide 3 : 5 1 GGTGTGATCATGATGGTC 
Oligod€oxynucl€otide 4 : 5 1 CCTGCAAGATGGATTCCC 
Oligod6oxynucl6otide 5 : 5 1 CGCGCCGCATTATTGTTTC 
Oligod6oxynucl6otide 6 : 5 1 GTCTGGACCGGTGGCGACA 

Le plasmide pTSl ainsi obtenu propage l 1 allele 
30 thyA:Vall46, dans lequel la position 146 occup^e dans le 
gene thyA sauvage par le codon UGC de la cysteine est 
occupfie par le codon GUA de la valine. Le plasmide pTSl est 

introduit par transformation, — r€alis6e selon la m^thode de 

Sambrook et coll. (1989), dans la souche AthyA d*E. coli 
35 K12, (31308 (Lemeignan et coll., 1993), dont le gSne 
chromosomique de la thymidylate synthase, thyA, est d616t6 . 
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La souche transform^ portant l 1 all&le plasmidique 
thyA:Vall46, p5366, se montre incapable de croitre sans que 
de la thymine ou de la thymidine soit ajout6e au milieu de 
culture, tout comme la souche pl308 dont elle derive. Par 

5 contre, la souche 05366 montre une croissance marginale & 
30°C sur gradient de diffusion de cysteine, realise dans 
des boites de Petri contenant 25 ml de milieu mineral MS 
glucose si partir d'un puits central comportant 0/1 ml d'une 
solution 400 mM de L-cysteine. Dans les memes conditions, 

10 la souche pl308 ne donne lieu a aucune croissance 
detectable. Ainsi, la mutation faux-sens convertissant la 
cysteine catalytique Sl la position 14 6 de la thymidylate 
synthase en valine peut Stre partiellement supprimSe par 
apport massif de cysteine exogSne. L 1 addition de 0,1 mM de 

15 valine au milieu des bo£tes de Petri abolit la croissance 
de la souche (J5366 sur gradient de cysteine. Ainsi, tout se 
passe comme si la cysteine pouvait s'infiltrer dans le site 
act if de la valyl-tRNA synthetase pour former des Cys- 
tRNA Val errors, aptes a corriger la substitution de la 

20 cysteine par la valine dans le site actif de la thymidylate 
synthase. L'exces de valine pr€viendrait la formation de 
ces Cys-tRNA Val erron6s . 

Exemple 2 : Construction d'une souche d'E. coli 
25 comportant une mutation faux-sens Cys->Ile au site actif de 
la thymidylate synthase et errant une exigence 
nutritionelle pour la thymine, la thymidine ou la cysteine. 

La construction correspondante est egalement conduite 
30 pour remplacer la cysteine en position 14 6 de la 
thymidylate synthase, par mutagenese dirig6e & l'aide de 

1 ' oligonucleotide — 7r, — suivau L — le m e me — p rotocole — que — dano 

1 ' Exemple 1 . 

Oligodeoxynuclfiotide 2 : 
35 5 ■ pTGGATAAAATGGCGCTGGCACCGATACATGCATTCTTCCAGTTCTATGT 
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Le plasmide pTS2 ainsi obtenu propage I 1 allele 
thyA:Ilel46 / dans lequel la position 146 occupfie dans le 
gene thyA sauvage par le codon UGC de la cysteine est 
occup§e par le codon AUA de la 1 isoleucine . La souche 
5 propageant 1* allele plasmidique thyA: 116146, p5274, se 
r6vSle exiger I'apport nutritionnel de thymine, de 
thymidine ou de cysteine en excSs, tout comme la souche 
(55366. La suppression ph6notypique de la souche p5274 par 
la cysteine est abolie par 0,1 mM d ' isoleucine, tout comme 
10 celle de la souche P5366 par la valine. Ainsi, tout se 
passe comme si 1 1 isoleucyl-tRNA synthetase etait capable de 
former des Cys-tRNA Ile erronSs en presence d'un exc£s de 
cysteine, et que cette formation erronfie 6tait pr^venue par 
la presence d'un excSs d 1 isoleucine . 

15 

Exemple 3 : selection de mutants du code g6n€tique 
mfisincorporant la cysteine au lieu de la valine par culture 
sSrielle en liquide et caracterisation g^nStique des 
mutants de la valyl-tRNA synthetase ainsi obtenus. 

20 

La souche p5366 portant 1' allele faux-sens thyA:Vall46 
sur le plasmide pTSl est cultiv6e en milieu mineral MS 
glucose (2 g/1, Richaud et coll., 1993) supplements avec 
0,3 mM de thymidine pendant 24 h S 30°C en afirobiose. Les 
25 cellules sont ensuite lav€es deux fois avec du milieu 
mineral MS desoxygene. Un milieu nutritif desoxygene 
contenant 10 ml de milieu mineral MS glucose additionne de 
1,5 mM de cysteine est inocul§ au 1/100 a 1 1 aide des 
cellules lavees. Les cellules sont ensuite cultivees en 
30 anaerobiose pendant 24 h a 30 °C et un tube frais contenant 
10 ml de milieu mineral MS glucose cysteine desoxygene est 

inocuie avec une dilution au 1/100 de la culture en phase 

stationnaire precedente. Cette procedure est repetee 26 
fois. A l f issue de cette propagation serielle, 12 clones de 
35 la culture liquide sont isoies sur boites de milieu mineral 
MS glucose (2 g/1) thymidine (0,3 mM) en aerobiose et 
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sauvegardes en suspension dans le meme milieu liquide a 
80°C. Les douze clones sont testes sur des bo£tes 
contenant du milieu mineral MS glucose additionne de 
facteurs nutritionnels . Tous ces clones se rfivSlent exiger 
5 la thymine ou la thymidine comme facteur de croissance, d 
moins que de la cysteine soit pr^sente dans le milieu de 
culture , Sl une concentration d'au moins 1,5 mM. 

Deux tels clones sont choisis pour une caracterisation 

g6n6tique approfondie, p8144 et p8146. Des experiences de 
10 transduction par le phage PI du caractSre de resistance a 
la kanamycine, introduit dans le locus nrdD voisin du gSne 
valS de la valyl-tRNA synthetase (97 mn du chromosome d'E. 
calx K12) sont effectu£es a l'aide des souches P8144 et 
P814 6. Dans les deux cas, environ la moitie des 
15 transductants resistant £ la kanamycine montrent egalement 
une dfipendance nutritionnelle pour la thymidine sup- 
pressible par la cysteine exogSne & la concentration d'au 
moins 1,5 mM. Cette proportion est en accord avec la 
distance genet ique entre les gSnes valS et nrdD (0,4 mn) et 
20 laisse supposer que le phenotype de suppression de la 
mutation faux-sens Cys->Val au site actif de la thymidylate 
synthase par de faibles concentrations de cysteine est 
cause par 1" alteration g6n6tique du locus valS. 

La fixation d'une alteration g6netique dans le gene 
25 valS des souches adaptees est confirmee par sequen<?age de 
ce locus : un A change en C cause le remplacement de la 
lysine el la position 277 par la glutamine dans les deux 
souches adaptees (58144 et p8146. Le sequen<?age est effectue 
sur une matrice obtenue par reaction de polymerisation en 
30 chaine (PCR) realisee dans des conditions decrites par 
Sambrook et coll. (1989). La reaction d' amplification est 

r 6 alisee dan s 100 fil d'une s olution c o nten a nt — 10 ng d'ADN 

genomique des souches p8144 ou p8146, 20 pmoles de chaque 
amorce, 4 0 nmoles d'un melange equimolaire des 4 
35 desoxynucieotides triphosphate, 10 fil d'un tampon compose 
de 100 mM Tris-HCl pH 8,3, 500 mM KCl et 20 mM MgCl 2 , en 
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presence de 1 S 2 unites de Vent polymerase (Biolabs) . Pour 
chaque reaction, 30 cycles de polymerisation sont 
accomplis, en utilisant un amplif icateur d'ADN (Perkin- 
Elmer Cetus) , comme suit : la denaturation est ef fectu^e & 

5 94 °C pendant 5 min pour le ler cycle et 1 min pour les 
cycles suivant, 1 ■ hybridation a 58°C pendant 1 min et 
1 1 Elongation d 72 °C pendant 3 min pour les 29 premiers 
cycles et pendant 10 min pour le dernier cycle. Les 
oligonucleotides 7 et 8 sont utilises pour 1 * amplif ication 

10 du gSne. 

Oligodeoxynucieotide 7 : 

5 1 GGGGAATTCGGTGTGTGAAATTGCCGCAGAACG 

Oligodeoxynucieotide 8 : 

5 1 GGCAAGCTTCCAGTATTT C ACGGGG AGTTATGC 

15 Les fragments de PCR ainsi obtenus sont purifies en 

utilisant le kit QIAquick (Qiagen) et transmis & la societe 
Genaxis pour en determiner la sequence . 

Exemple 4 : Suppression phenotypique par des 
20 precurseurs metabolique de la cysteine, 

L 1 exigence nutritionnelle en cysteine des souches 
adaptees P8144 et 08146 est mise & profit pour caracteriser 
des precurseurs metaboliques qui puissent se substituer S 
25 la cysteine dans le milieu de culture sans donner lieu S la 
degradation par oxydation. La S-carbamyl-L- cysteine (3 mM) , 
la S-methyl-L-cysteine (3 mM) et l'acide L-thiazolidine-4- 
carboxylate (2 mM) se revelent capables de remplacer la 
cysteine comme facteur de croissance des souches adaptees 
30 (38 144 et 08146, au lieu de la thymidine ou de la thymine. 
Les memes composes se revdlent capables de satisfaire 
l'exigence en cysteine d'un mutant cysN: :kan (souche JT1, 
procuree par M . Berlyn, Coli Genetic stock Center, !fale 
University, USA (Levh et al.,1988)). Toutefois, l'addition 
35 d'aucune de ces substances ne permet la croissance de la 
souche 01308 portant une deletion chromosomique du gene 
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thyA de la thymidylate synthase, excluant ainsi leur 
contamination par des traces de thymine ou de thymidine. 

Exemple 5 : Selection de mutants du code g€n6tique 
5 m6sincorporant la cysteine au lieu de la valine par 
isolement sur milieu solide et caracterisation gSnfitique 
des mutants de la valyl-tRNA synthetase mSsincorporant la 
cysteine • 

10 La souche p5366 portant 1'allSle faux-sens thyA:Vall4 6 

sur le plasmide pTSl est transduite avec un lysat du phage 
PI rScoltS sur une souche auxiliaire d'E. coli (07170, 
Bouzon et al., 1997) dans le chromosome de laquelle un 
marqueur de resistance H la kanamycine avait ete introduit 
15 au locus nrdD, voisin du locus valS du gSne de la valyl- 
tRNA synthetase, produisant ainsi la souche 05419. Un 
allele mutateur du gSne dnaQ est introduit extemporan€ment 
par transduction de la souche 05419 a 1 ' aide d'un lysat du 
phage PI r£colt6 sur une souche auxiliaire (MS2131, Shapiro 
20 1990) portant un marqueur de resistance a la tetracycline 
dnaQ: :miniTnlO . Un tel clone resistant it la tetracycline et 
montrant un taux de mutation spontanee amplifie environ 
1000 fois (pour 1 1 acquisition de la resistance & la 
streptomycine) est cultive a 30°C en milieu minimum glucose 
25 en presence de thymidine (0,3 mM) . Apr&s 24 h, les cellules 
sont recoltees, lav6es deux fois dans un volume identique 
de milieu de culture sans thymidine. Un volume de 0,1 ml de 
la suspension resultante, correspondant a environ 10 
bacteries, est etaie £ la surface d'une serie de boltes de 
30 Petri contenant une concentration de S-carbamyl-L-cysteine 
variant entre 0 et 8 mM par increment de 1 mM additionnant 

du milieu mineral MS glucose (2 g/1) . La meme procedure est 

appliquee & la souche non-mutatrice 05419, au g&ne dnaQ 
sauvage. Ij 1 ensemble des boltes de Petri est incube 96 h S 
35 30°. Des colonies apparaissent sur les boltes ayant une 
concentration de S-carbamyl-L-cysteine depassant 2 mM dans 
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le seul cas oti. 1 'allele tnutateur dnaQ : :miniTnlO a ete 
introduit dans la souche testSe. 

Un lysat du phage PI rScolte Sl partir d'un tel clone 
est employe pour transduire la souche 0536 6 port ant 

5 1' allele plasmidique thyA:Vall4 6. Environ la moitie des 
transductants resistant S la kanamycine se montrent 
capables de croitre en presence de 3 niM de S-carbamyl-L- 
cystSine et en absence de thymine ou de thymidine, parmi 
lesquels la souche (35455. L 1 autre moitiS des transductants 

10 en est incapable et exige la thymine ou la thymidine pour 
prolifSrer, tout comme la souche (35366. Cette proportion 
entre les phenotypes s'accorde avec la distance gfinStique 
entre les locus valS et nrdD (0,4 inn) . Ainsi, la 
suppression de la mutation faux-sens de thyA Cys~>Val par 

15 une faible concentration de cysteine exogSne pourrait 
result er d'une alteration du gSne de la valyl-tRNA 
synthetase. Le locus valS d'une des souches obtenues par 
transduction de £53 66 et capables de croitre en presence de 
3 mM de S-carbamyl-L-cysteine et en absence de thymine ou 

20 de thymidine, designee (35455, est amplifife par reaction de 
polymerisation en chaine et sequence comme il est d6crit 
dans l'Exemple 3. Un C change en A cause le remplacement de 
la proline & la position 22 2 par la threonine, confirmant 
ainsi la fixation d f une alteration genetique dans le g&ne 

25 valS de la souche P5455. 

Example 6 : Sensibilite des mutants de la valyl-tRNA 
synthetase & des acides amines non-canoniques . 

30 Les souches (35455, (38144 et (3814 6 sont testees pour 

leur sensibilite a des acides amin£s artificiels qui 
presentent une ressemblance sterique avec la valine . Le 
test est realise sur des boltes de milieu mineral MS 
glucose suppiemente avec de la thymidine. Les cellules sont 

35 cultivees en milieu aerobie (mineral MS glucose 0,3 mM 
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thymidine) pendant 24 h a 30°C et dilutes au 1/250 dans du 
milieu mineral MS. 0,5 ml de cette suspension cellulaire 
sont Stales sur boltes de PStri contenant 25 ml de milieu 
mineral MS glucose. Un puits est ensuite 6vid6 au centre de 
5 la boite et rempli avec 0,1 ml d'une solution d'un acide 
amin£ : 

(1) 100 mM L-2-amino-butyrate 

(2) 100 mM L-2-amino-val6rate 

(3) 100 mM L-2-3-diamino-propionate 
10 (4) 50 mM L-3-thiol-2-amino-butyrate . 

Les bo£tes sont ensuite incubSes pendant 24 h a 30°C 
et 1" apparition fiventuelle sur les boites d'une zone 
d' inhibition autour du puits est enregistrSe. Les diamStres 
des zones d' inhibition de croissance attSnufies sur des 
15 boites de PStri sont mesurSs : 

L-2-amino-butyrate : 5,2 cm ((35455), 5,7 cm ((J8144) , 6,7 cm 

(P8146) ; 

L-2-amino-val6rate : 2,1 cm (p5455) , 1,5 cm (08144) , 6,7 cm 
((38146) ; 

20 L-2-3-diamino-propionate : 2,3 cm (S5455) , 2,7 cm (S8144) , 
1,9 cm (p8146) ; 

L-3-thiol-2-amino-butyrate : 2,0 cm (p5366) , 4,6 cm 

(P5455) , 4,0 cm (p8144), 4,0 cm (p8146). 

Le L-2-amino-butyrate, le L-2-amino-val§rate et le L- 
25 2,3 diamino-propionate aux concentrations indiqu€es sont 
sans effet sur la souche p5366 H l'all&le valS sauvage, 
mais inhibent la croissance des souches portant un gene 
valS mut6. Le L-3 -thiol-2-amino-butyrate inhibe la 
croissance de toutes les souches, mais on peut remarquer 
30 une inhibition plus importante sur les souches mut6es. 

: Ainsi , tout se passe comme si les mutants de la valyl-tRNA 

synthetase avaient une sp§cif icit§ 61argie les rendant 
capables de charger des tRNA Val avec des acides amines qui 
ne peuvent §tre incorporSs par la forme sauvage de 
35 1 1 enzyme . 
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RE VEND I CATIONS 

1. MSthode permettant si des cellules d'acquSrir la 
capacity de produire une protgine dont la sequence d'acides 

5 amines comprend au moins un acide aminfi non convent ionnel, 
caract€ris6e en ce qu'elle comprend les Stapes suivantes : 

a) la transformation desdites cellules par au moins une 
introduction d'une mutation faux-sens au niveau d'un 
codon cible d'un gSne codant pour une protSine 

10 n6cessaire la croissance desdites cellules, ladite 

prot^ine synthStisfie Sl partir du gdne ainsi mut6 n'6tant 
plus f onctionnelle ; 

b) le cas 6ch6ant la culture des cellules obtenues a 
l'6tape a) dans un milieu de culture contenant un 

15 nutriment compensant la perte de f onctionnalitfi de 

ladite prot6ine ainsi mutSe ; et 

c) la culture des cellules obtenues k I'Stape a) ou b) dans 
un milieu de culture contenant l 1 acide aminS codS par 
ledit codon cible. 

20 

2. MSthode selon la revendicat ion 1, caract6ris6e en ce 
que le milieu de culture de l'6tape c) ne contient pas le 
nutriment n6cessit€ par la perte de f onctionnalit6 de 
ladite protSine mut6e. 

25 

3. Methode selon 1 1 une des revendications 1 et 2, 
caractSris£e en ce que l'6tape c) de culture desdites 
cellules comprend une sSrie de cultures desdites cellules 
dans un milieu de culture contenant I 1 acide aminfe code par 

30 ledit codon cible, chacune desdites cultures de la s§rie 
6tant effectuSe jusqu'a obtention de la phase stationnaire 
de croissance et suivie d'un lavage des cellules obtenues, 

— nombre — de — cultures — de — 3ba — s6ri e — 6tant ouf f isant / pour 

permettre la selection de mutations augmentant la 
35 supression de ladite mutation faux-sens dudit gene mut6. 
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4. MSthode selon l'une des revendications 1 a 3, 
caract€ris6e en ce que la mutation faux-sens est choisie 
parmi les mutations faux-sens qui ne r^versent spontan£ment 
qu'S une trSs faible frequence, de 1 1 ordre d'un organisme 

5 parmi au moins 10 15 . 

5. MSthode selon l f une des revendications 1 S 4, 
caract6ris6e en ce que la mutation faux-sens transforme un 
codon cible d'un gSne codant pour une prot£ine nScessaire & 

10 la croissance de ladite cellule en un codon qui 
comparativement au codon cible pr£sente un changement d'au 
moins deux bases, de pr6f€rence trois bases. 

6. MSthode selon l'une des revendications 1 a 5, 
15 caract€ris6e en ce que le codon cible code pour un acide' 

aminS de faible volume stSrique. 

7. MSthode selon l'une des revendications la 6, 
caract€ris6e en ce que le codon cible code pour un acide 

20 amin§ amphiphile. 

8. Mfithode selon l'une des revendications 1 aL 7, 
caract6ris€e en ce que le codon cible code pour un acide 
aminS dont volume st€rique est infSrieur ou sensiblement 

25 egal au volume st€rique de 1' acide aminS cod6 par la 
mutation faux-sens. 

9. Methode selon l'une des revendications 5 a 8, 
caracterisle en ce que le codon cible code pour la 

30 cysteine. 

10. M§thode selon l'une des revendications 5 a 9, 
caract6ris6e en c e que l f acide ami n £ cod6 par la mutation 

faux-sens est la valine ou 1 1 isoleucine . 

11. MSthode selon l'une des revendications 1 a 10 f 
caracterisfie en ce que l'6tape a) de transformation 



35 



30 



desdites cellules est r6alis6e au moyen d'un vecteur 
comprenant une sequence dudit gdne codant pour une proteine 
n^cessaire & la croissance desdites cellules comportant 
ladite mutation faux- sens. 

5 

12. MSthode selon la revendication 11, caractfirisfie en ce 
que ledit vecteur est un vecteur plasmidique. 

13. Mfithode de selection de cellules capables de produire 
10 une proteine dont la sequence d'acides amines comprend au 

moins un acide amin6 non convent ionnel caractfirisSe en ce 
qu'elle comprend les Stapes a), le cas SchSant b) , et c) 
d'une mfithode selon l'une des revendications 1 4 12, et la 
selection des cellules capables de croitre §l l'Stape c) . 

15 

14. Methode de selection de cellules selon la 
revendication 13, caract6ris6e en ce qu'elle comprend en 
outre une etape d) de culture des cellules obtenues & 
1' etape c) dans un milieu de culture contenant ledit acide 

20 amine code par ledit codon cible, la concentration dudit 
acide amine pouvant etre Sl une concentration supfirieure & 
la concentration dudit acide amine utilisSe k l 1 etape c) , 
et le choix des cellules sensibles a la concentration dudit 
acide amine utilisSe a 1' etape d) . 

25 

15. Methode de selection de cellules selon I 1 une des 
revendications 13 et 14, caractSrisSe en ce que 
1 ' aminoacyl-tRNA synthetase reconnaissant 1' acide amine 
cod6 par ladite mutation faux-sens desdites cellules 

30 s£lectionn6es est capable de charger sur un de ses tRNA 
associSs un acide amine non conventionnel ou un acide amine 
autre que ledit acide amine code par ladite mutation faux- 
sena . : 

35 16. Niethode de selection de cellules selon la 
revendication 15, caracterisee en ce que la sequence 
nucleique du gene codant pour ladite aminoacyl-tRNA 
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synthetase comporte au moins une mutation compar£e a la 
sequence du gene sauvage correspondant . 

17. M6thode de selection de cellules selon la 
5 revendication 16, caract£ris£e en ce que ladite mutation 

n'a pas 6t£ introduite par une technique de recombinaison 
g£n£tique . 

18. Cellule obtenue par une m£thode selon l'une des 
10 revendications 1 ft 17. 

19. Cellule isol£e capable de produire une protSine dont 
la sequence d'acides amines comprend au moins un acide 
amin£ non convent ionnel, caract6ris6e en ce qu'elle 

15 comprend une aminoacyl- tRNA synthetase reconnaissant un 
acide amin£ donn£ capable de charger sur un de ses tRNA 
associ£s un acide aminfi non conventionnel ou un acide aminS 
autre que ledit acide aminS donn£, et en ce que la sequence 
nucl§ique du g£ne codant pour ladite aminoacyl- tRNA 

20 synthetase comporte au moins une mutation comparSe Sl la 
sequence du g£ne sauvage correspondant, ladite mutation 
n'ayant pas 6t6 introduite par une technique de 
recombinaison g^netique. 

25 20. Cellule selon la revendication 18 ou 19, caractferisee 
en ce qu'il s'agit d'une cellule procaryote ou eucaryote. 

21. Cellule selon la revendication 20, caract£ris£e en ce 
qu'il s'agit d'une cellule procaryote. 

30 

22. Cellule selon l'une des revendications 18 21, 
caract£ris6e en ce qu'elle est choisie parmi les cellules 

suivantes d6pos£es a la CNCM (Collection Nationale de 

Culture de Microorganismes , Paris, France) : 
35 a) souche E. coli d6pos£e & la CNCM sous le N° 1-2025 le 25 
mai 1998, 
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b) souche E. coli d6pos€e a la CNCM sous le N° 1-2026 le 25 
mai 1998, et 

c) souche E. coli dfiposSe S la CNCM sous le N° 1-2027 le 25 
mai 1998. 

23. utilisation d'une mSthode selon l'une des 
revendications 1 H 17 pour la production de prot6ine dont 
la sequence d'acides amines comprend au moins un acide 
aminfi non convent ionnel . 

24. Utilisation d'une cellule selon l'une des 
revendications 18 cL 22 pour la production de protSine dont 
la s€quence d'acides amines comprend au moins un acide 
aminfi non convent ionnel . 



25. Proc6d6 de production d'une prot6ine dont la sequence 
d'acides amines comprend au moins un acide amin§ non 
convent ionnel, caract6ris6 en ce qu'il comprend les Stapes 
suivantes : 

20 a) le cas 6ch€ant, la selection d'une cellule par une 
mSthode selon I'une des revendications 13 a 17 ; 

b) la culture de ladite cellule s€lectionn£e a l'6tape a) 
ou d'une cellule selon l'une des revendications 18 a 22 
dans un milieu de culture et des conditions de culture 

25 permettant la croissance de ladite cellule ; et 

c) l'isolement de ladite protfiine comprenant au moins un 
acide amin6 non conventionnel £ partir du surnageant de 
culture et/ou du culot cellulaire obtenu S l'Stape b) . 

30 26. ProcSdS selon la revendication 25 , caract6ris§ en ce 
que ledit milieu de culture de 1 ' 6tape b) permettant la 
croissance de ladite cellule contient ledit acide aminfe non 
conventi o nnel ou un de oeo pr6curseur s ■ 



27. Proc€d6 selon la revendication 25, caract6ris§ en ce 
que ledit acide amin£ non conventionnel est synthStisS par 
ladite cellule. 
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28. Proc€d6 selon la revendication 27, caract6ris€ en ce 
que la synthese dudit acide amin6 non conventionnel est 
augment^e par modification g£n6tique de ladite cellule. 

5 29. Proc6d6 selon 1 1 une des revendications 25 & 28, 
caract6ris€ en ce que ladite cellule est auxotrophe pour 
I 1 acide aminS cod6 par ledit codon cible. 

30. Proc€d6 selon l'une des' revendications 25 a 29, 
10 caract£ris6 en ce que ladite cellule comprend un gSne 

d'int6r§t homologue ou h6t6rologue dont la sequence codante 
comporte au moins un codon cible. 

31. Proc6d6 selon la revendication 30, caract€ris6 en ce 
15 l'6tape b) comprend les composes n6cessaires & 1' induction 

de la synthase de la protfiine codfie par ledit gene 
d' int6r§t . 

32. Proc6d6 selon la revendication 30 ou 31, caract6ris6 
20 en ce que 1' activity biologique de la protfiine cod€e par 

ledit gene d'intSret est au moins partiellement conservSe 
apres 1 1 incorporation dudit acide aminfi non conventionnel 
au niveau du codon cible dudit gene d'int6ret. 

25 33. Proc6d6 selon l'une des revendications 25 & 32, 
caract§ris6 en ce que l 1 acide aminS non conventionnel est 
choisi parmi les acides amines non convent ionnels de 
formule I de configuration L 
COOH 

30 I 

Rn-C-H 

I/ 1 

N 



dans laquelle : 

R x ou R 2 represent e des radicaux contenant un groupe 
fonctionnel capable de r£agir de maniere selective. 
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34, ProcfidS selon la revendication 33, caractfirisS en ce 
que le groupe fonctionnel est choisi parmi les groupes 
aldehyde, cStone, SthSnyle, Sthynyle ou nit rile, 

5 35. ProcSdS selon l'une des revendications 25 S 34, pour 
la fonctionnalisation de protSine. 

36, ProcSdfi de purification de protSine, caractSrisS en 
ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

10 a) 1 1 incorporation dans la sequence d'acides amines de 
ladite protSine d'un acide aminS non convent ionnel 
contenant un groupe fonctionnel capable de rSagir de 
maniSre selective par un proc6d§ selon l'une des 
revendications 25 k 35 ; 

15 b) la mise en contact de la solution contenant la protfiine 
obtenue a l'Stape a) avec un support comprenant un 
compost capable de rSagir spScif iquement avec ledit 
groupe fonctionnel et de fixer spScif iquement ladite 
protSine ; et 

20 c) l'isolement de ladite protSine fixSe sur le support. 

37. Proc§d6 de fixation d'une protSine sur un compost 
chimique ou biochimique, caractSrisS en ce qu f il comprend 
les Stapes suivantes : 

25 a) 1 ' incorporation dans la sequence d'acides amines de 
ladite protSine par un proc€d€ selon l'une des 
revendications 25 a 35 d'un acide aminS non 
conventionnel contenant un groupe fonctionnel capable de 
rSagir de manidre selective ; 
30 b) la mise en contact de la protSine obtenue a l'Stape a) 
avec ledit composS chimique ou biochimique comprenant un 
groupe capable de rSagir spScif iquement avec ledit 
gr ou p e fonctionnel dans un — milieu p e rmett a nt la_ 
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reaction . 



38. ProcSdS selon la revendication 37, caract6ris6 en ce 
que ledit composS chimique ou biochimique est lui-mSme fixe 
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sur un support solide ou est un compost constitutif d f un 
support sol ide . 

39. ProcSdS selon. la revendication 37 pour la preparation 
5 d'un complexe prot6ique. 

40. Proc6d6 selon la revendication 39, caract£ris6 en ce 
que la protSine fix6e ou le compost chimique ou biochimique 
est choisi parmi les composes th§rapeutiques , cosm£tiques 

10 ou diagnostiques . 

41. Proc§d6 selon la revendication 3 9 ou 40, caract£ris6 
en ce que le compose chimique ou biochimique est choisi 
parmi les composes capables de modifier l 1 activity 

15 biologique de la proteine fix6e. 

42. ProcSdS selon la revendication 3 9 ou 40, caract6ris6 
en ce que le compost chimique ou biochimique est choisi 
parmi les composes dont 1" activity biologique peut §tre 

20 modifiSe par la proteine fix€e. 

43. Proc6d6 selon l'une des revendications 39 & 42, 
caract€ris6 en ce que le compose chimique ou biochimique 
est choisi parmi les composes comprenant une proteine, un 

25 polynucleotide, un acide gras, un sucre ou un polymSre 
naturel ou synthetique. 

44. Proteine obtenue par un proc6d6 selon l'une des 
revendications 25 S 36, 

30 

45. Proteine selon la revendication 44, caract6ris6e en 
ce qu'il s ' agit d'une proteine recombinante . 



46. Complexe protSique obtenu par un proc6d6 selon l'une 
35 revendications 3 9 i. 43. 
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47. Utilisation d'une prot^ine selon la revendication 44 
ou 45, ou d'un complexe prot^ique selon la revendication 4 6 
comme r6actif de diagnostic. 

5 48. Proc€d6 de diagnostic, caract6ris6 en ce qu'il met en 
oeuvre une protfiine selon la revendication 44 ou 45, ou un 
complexe protfiique selon la revendication 46. 

49. NScessaire de diagnostic, caract6ris6 en ce qu'il 
10 contient une protSine selon la revendication 44 ou 45, ou 

un complexe protfeique selon la revendication 46* 

50. Utilisation d'une protSine selon la revendication 44 
ou 45, d'un complexe protfiique selon la revendication 46 ou 

15 d'une cellule selon l'une des revendications 18 k 22 pour 
la preparation d'une composition pharmaceutique ou 
cosm^tique. 

51. Composition pharmaceutique ou cosmStique comprenant 
20 une protSine selon la revendication 44 ou 45, un complexe 

protfiique selon la revendication 46 ou une cellule selon 
l'une des revendications 18 ei 22. 



25 



Selon 1' invention, 1 ' etape c) de culture desdites 
cellules peut comprendre une serie de cultures desdites 
cellules dans un milieu de culture contenant l'acide amine 
code par ledit codon cible, chacune desdites cultures de la 
5 serie etant effectuee jusqu'a obtention de la phase 
stationnaire de croissance et suivie d'un lavage des cellules 
obtenues, le nombre de cultures de la serie etant suffisant 
pour permettre la selection de mutations augmentant la 
suppression de ladite mutation faux- sens dudit gene mute et 
10 la propagation de 1' allele correspondant audit gene mute. 

L' invention concerne en outre une methode selon 
1' invention, caracterisee en ce que la mutation faux-sens est 
choisie parmi les mutations faux-sens qui ne reversent 
spontanement qu'a une tres faible frequence, de l'ordre d'un 
15 organisme parmi au moins 10 15 . 

De preference, la mutation faux-sens sera choisie parmi 
les mutations faux-sens qui transformed un codon cible d'un 
gene codant pour une proteine necessaire a la croissance de 
ladite cellule en un codon qui comparative-ment au codon 
20 cible presente un changement d'au moins deux bases, de 
maniere plus preferee trois bases. 

On prefere egalement les methodes selon 1' invention, 
caracterisees en ce que le codon cible code pour un acide 
amine de faible volume sterique et/ou amphiphile et/ou de 
25 volume sterique inferieur ou sensiblement 6gal au volume 
sterique de l'acide amine code par la mutation faux-sens. 

Parmi les codons cibles, on prefere notamment les codons 
cibles codant pour la cysteine et les mutations faux-sens 
choisies parmi les mutations faux-sens qui transforment un 
30 codon cible en un codon codant pour la valine ou 
1 ' isoleucine . 

L' invention concerne en outre une methode selon 
1' invention, caracterisee en ce que 1 ' etape a) de 

transf or mation dcodit es ce ll ules f»Ht re . a l isee au moyen d'un 

35 vecteur comprenant une sequence dudit gene codant pour une 
proteine necessaire a la croissance desdites cellules 
comportant ladite mutation faux-sens, notamment au moyen d'un 
vecteur plasmidique . 



